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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2018.5.94ПРОГНОСТИЧЕСКОЕ  ЗНАЧЕНИЕ  МУТАЦИОННОГО  СТАТУСА  ГЕНОВ  IDH1  и  TERT  В  ГЛИАЛЬНЫХ  ОПУХОЛЯХ  ГОЛОВНОГО  МОЗГАПАШКЕВИЧ А.М.1, СМИРНОВ С.Ю.1, ДАВЫДОВ Д.А.2, АНТОНЕНКОВА Н.Н.11Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии им. Н.Н. Александрова, г. Минск, Республика Беларусь2Белорусский государственный медицинский университет, г. Минск, Республика БеларусьВестник ВГМУ. – 2018. – Том 17, №5. – С. 94-101.THE PROGNOSTIC VALUE OF IDH1 AND TERT GENES MUTATION STATUS IN GLIAL BRAIN TUMORSPASHKEVICH A.M.1, SMIRNOV S.Y.1, DAVYDOV D.A.2, ANTONENKOVA N.N.11N.N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus, Minsk, Republic of Belarus2Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of BelarusVestnik VGMU. 2018;17(5):94-101.Резюме.В работе показано, что наиболее значимыми факторами, влияющими на выживаемость пациентов с глиальными опухолями головного мозга, являются Grade, наличие/отсутствие IDH1 мутации, возраст. Значения статистически достоверны (p <0,001). Предложен метод выявления мутации гена IDH1 R132H с использованием АС-ПЦР. Мута-ции были выявлены в 36/95 (37,9%) случаях методом секвенирования и 38/95 (40%) методом ПЦР. Результаты для мутации гена IDH1 R132H совпали в 94,7% случаев. В 2 случаях была методом ПЦР обнаружена мутация R132H, что свидетельствует о более высокой аналитической чувствительности метода АС-ПЦР. В одном случае обнару-жена мутация R132G методом секвенирования (один случай анапластической астроцитомы Grade III, один случай астроцитомы Grade II). Диагностическая чувствительность предлагаемого метода АС-ПЦР составляет 95%. Ана-литическая чувствительность метода АС-ПЦР составляет 10%. Доказана роль полиморфизма Rs2853669 как про-гностического фактора увеличения выживаемости пациентов с TERT-мутантной глиобластомой, позволяющего относить пациентов в группы риска с благоприятным и неблагоприятным прогнозом.Ключевые слова: глиальные опухоли, головной мозг, молекулярно-генетические исследования, аллель-специфичная ПЦР, секвенирование по Сэнгеру.Abstract.The article shows that the most significant factors affecting the survival of patients with glial brain tumors are grade, presence/absence of IDH1 gene mutation, and age. The values are statistically significant (p<0,001). A method of IDH1 R132H gene mutation detection using allele-specific (AS) PCR method was proposed. The mutations were detected in 36/95 (37,9%) cases by means of sequencing and in 38/95 (40%) cases by means of PCR method. The results for IDH1 R132H gene mutation coincided in 94,7% of cases. In two cases PCR found R132H mutation, which testifies to a higher analytical sensitivity of AS PCR method. In one case R132G mutation was detected by means of sequencing (one case of grade III anaplastic astrocytoma, and one case of grade II astrocytoma). The diagnostic sensitivity of the proposed AS PCR method is 95%, its analytical sensitivity is 10%. The role of Rs2853669 polymorphism as a prognostic factor of the increase in the survival of patients with TERT-mutated glioblastoma was proved, making it possible to include the patients in risk groups with favourable and unfavourable prognosis.Key words: glial tumors, brain, molecular-genetic studies, allele-specific PCR, Sanger sequencing.
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2018, ТОМ 17, №5В структуре новообразований центральной нервной системы доля глиом составляет 40-45% всех интракраниальных опухолей [1, 2].Известно, что мутации генов повышают IDH1/2, восприимчивость клеток к генетиче-ским перестройкам, вызванным окислительным стрессом, и, таким образом, являются пусковым событием в развитии глиом. С другой стороны, опухолевые клетки, содержащие мутации генов IDH1/2, более восприимчивы к противоопухо-левой терапии, цитотоксическое действие кото-рой обусловлено образованием активных форм кислорода. По данным Etxaniz, 2017, Horbinski, 2009, Saeed, 2015, наличие мутаций генов IDH1/2 в опухолевых клетках глиом является благоприятным прогностическим фактором вне зависимости от степени дифференцировки [3-5]. Кроме того, наличие мутаций генов IDH1/2 в клетках глиобластомы указывает на ее вторич-ный характер, т.е. на ее возникновение из опу-холей более низкого грейда (диффузной и ана-пластической астроцитомы). Мутации IDH1/2 встречаются в глиомах Grade II и III в 70-80% случаев, а в олигодендроглиомах – в 100% слу-чаев [6, 7].Соматические активирующие мутации в промоторной области гена TERT являются одним из ключевых механизмов поддержания длины те-ломер в злокачественных новообразованиях че-ловека [8].До 80% глиобластом характеризуются на-личием мутаций C228T или C250T в промотор-ном регионе гена TERT [9]. Согласно данным Lee, 2017 и Mosrati, 2015, глиальные опухоли с наличием в клетках мутаций промоторной обла-сти гена TERT характеризуются неблагоприят-ным прогнозом [10, 11]. Полифорфизм Rs2853669 также влияет на экспрессию мРНК гена TERT. Наличие аллельно-го варианта G разрушает один из сайтов связыва-ния транскрипционного фактора ETS2, что при-водит к снижению экспрессии мРНК TERT [9]. Еще одним механизмом регуляции экспрессии мРНК TERT является изменение в статусе мети-лирования его промоторной области [12]. Данные по прогностической значимости полиморфизма rs2853669 также являются противоречивыми. Большинство исследований указывает на то, что данный полиморфизм не является независимым прогностическим фактором у пациентов с гли-альными опухолями, а лишь модифицирует влия-ние мутаций гена TERT [13, 14]. 
Цель работы – оценить прогностическое значение мутационного статуса генов IDH1 и TERT в глиальных опухолях головного мозга.Материал и методыМатериалом для исследования послужили образцы опухолевой ткани, заключенной в па-рафиновые блоки, пациентов, находившихся на лечении в РНПЦ ОМР им. Н.Н. Александрова. Исследованная группа состояла из 95 образцов: 38 случаев глиобластом Grade IV, 17 случаев ана-пластической астроцитомы Grade III, 34 случая глиальных опухолей Grade II, которые включали следующие гистологические типы: олигоастроци-тома, диффузная астроцитома, плеоморфная ксан-тоастроцитома, протоплазматическая астроцито-ма, фибриллярная астроцитома, гемистоцитарная астроцитма, 5 случаев – олигодендроглиома Grade II, 1 случай – анапластическая астроцитома Grade III. Гистологический диагноз установлен согласно Международной гистологической классификации онкологических болезней МКБ-O-2 [15].Выделение ДНК. Для выделения ДНК опу-холевой ткани, заключенной в парафиновые бло-ки, использовали срезы толщиной 10 мкм. Выде-ление ДНК проводили с использованием набора QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Германия), согласно инструкции производителя.Аллель-специфичная ПЦР (АС-ПЦР). Оли-гонуклеотидные праймеры подбирали с исполь-зованием online-программ Oligo Analyzer Tool ресурса Integrated DNA technologies, Primer3 web v 4.1.0, Vector NTI Advance v11.5.2 ресурса mfold web server. Специфичность нарабатываемого про-дукта оценивали в программе Nucleotide BLAST ресурса PubMed. При подборе праймеров и зон-дов исключали образование вторичных структур праймеров, а также их неспецифичный отжиг. В качестве флюорофора для выявления дикого типа исследуемого полиморфизма использовали 6-FAM (6-carboxyfl uorescein) и гаситель флюо-ресценции BHQ-1 (black hole quencher tm). Для выявления мутантных аллелей использовали флюорофор ROX (carboxi-x-rhodamine) и гаси-тель флюоресценции BHQ-2 (black hole quencher tm). Для обеспечения большей специфичности реакции в последовательности зондов IDH_zwt и IDH_zmut была введена дополнительная замена C>Т в 3-м положении 3’ конца. Последователь-ность используемых праймеров и зондов пред-ставлена в табл. 1.
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5Для проведения реакции АС-ПЦР IDH1R132H использовали набор реагентов Primetaq ДНК полимераза с буфером А (ОДО «Праймтех», Беларусь). Реакционная смесь име-ла следующий состав: 10-кратный реакционный буфер для ПЦР – 2,5 мкл; ДНК-полимераза – 1,25 ед. активности на реакцию; MgCl2 – 2,5 ммоль; dNTP – до 200 мкмоль; смесь праймеров и зондов в общей концентрации 10 пмоль, вода – до обще-го объема 25 мкл; 10-200 нг ДНК-матрицы. Реак-цию проводили в амплификаторе CFX96 (Bio-Rаd, США) при следующих условиях: 95°С – 5 мин, (95°С – 10 с, 54°С – 60 с, 72°С– 20 с) × 40 циклов.В качестве положительного контроля ис-пользовали образец ДНК, имеющий мутацию IDH1R132H с известным количеством мутантно-го аллеля.Результаты аллель-специфичной ПЦР представлены на рисункe 1. Дикий тип (wt) соот-ветствует детекции результатов по FAM каналу, мутантный аллель (mt) – по ROX каналу.Результаты АС-ПЦР валидированы мето-дом секвенирования по Сэнгеру с автоматиче-ской детекцией результатов.Амплификацию 4-го экзона гена IDH1 и 4-го экзона гена IDH2 проводили с помощью на-бора реагентов AmpliTaq Gold 360 Master Mix и 
праймеров, указанных в таблице 2.Протокол амплификации: 95°С – 3 мин, 95°С – 15 с, 60°С – 35 с, 72°С – 40 с (35 циклов), 72°С – 5 мин; 4°С – ∞. Очистку продуктов ПЦР проводили методом прямого осаждения в мягких условиях. Реакцию секвенирования проводили с помощью набора реагентов BigDye Terminator v3.1. kit (ThermoFisher, США) согласно протоко-лу производителя. Очистку продуктов реакции секвенирования проводили с помощью набора реагентов BigDye XTerminator Purifi cation kit (ThermoFisher, США) согласно протоколу произ-водителя. Анализ данных проводили на генети-ческом анализаторе ABI3130. Определение мутаций в гене TERT. Объ-ектом исследования явились пациенты с гисто-логически подтвержденным диагнозом глиобла-стомы, получившие лечение в РНПЦ ОМР им. Н.Н. Александрова. Материалом послужили 38 образцов опухолевой ткани, заключенной в пара-финовые блоки. Предметом исследования были мутации C228T, C250T и Rs2853669 в промоторной об-ласти гена TERT. Амплификацию проводили с помощью набора реагентов AmpliTaq Gold 360 Master Mix и праймеров, указанных в таблице 3.Протокол амплификации: 95°С – 3 мин, Рисунок 1 – Аллель-специфичная ПЦР IDH1R132H: а) образец, содержащий 50% мутантного аллеля; б) образец, содержащий 10% мутантного аллеля; в) образец, не имеющий патогенного варианта R132H.
Таблица 1 – Последовательности праймеров и зондовПраймер ПоследовательностьIDH1_F GGCTTGTGAGTGGATGGGTAIDH1_R GCAAAATCACATTATTGCCAACIDH1_R1 GCCAACATGACTTACTTGATCCCIDH1_zwt FAM – CCTATCATCATAGGTCGTCATTCT – BHQ1IDH1_zmut ROX – CCTATCATCATAGGTCATCATTCT – BHQ2
 wt mt wt wt mt 
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95°С – 25 с, 64°С – 90 с, 72°С – 40 с (40 циклов), 72°С – 5 мин; 4°С – ∞. Очистку продуктов ПЦР проводили методом прямого осаждения в мягких условиях. Реакцию секвенирования проводили с помощью набора реагентов BigDye Terminator v3.1. kit (ThermoFisher, США) согласно протоко-лу производителя. Очистку продуктов реакции секвенирования проводили с помощью набора реагентов BigDye XTerminator Purifi cation kit (ThermoFisher, США) согласно протоколу произ-водителя. Анализ данных проводили на генети-ческом анализаторе ABI3130.РезультатыРезультаты анализа 95 образцов глиальных опухолей (Grade II-IV) с использованием описан-ного выше протокола представлены в таблице 4. Мутации были выявлены в 36/95 (37,9%) случаях методом секвенирования и 38/95 (40%) методом ПЦР. Результаты для мутации гена IDH1 R132H совпали в 94,7% случаев . В 2 случаях была методом ПЦР обнаружена мутация R132H, что свидетельствует о более высокой аналити-ческой чувствительности метода АС-ПЦР. В од-ном случае обнаружена мутация R132G методом секвенирования (один случай анапластической астроцитомы Grade III, один случай астроцито-
мы Grade II). Диагностическая чувствительность предлагаемого метода АС-ПЦР составляет 95%. Аналитическая чувствительность метода АС-ПЦР – 10%. Ни в одном случае не было обнаружено му-тации в гене IDH2.В сравнении с методом секвенирования ДНК по Сэнгеру, разработанный метод АС-ПЦР обладает не только более высокой ан алитической чувствительностью, но и другими преимуще-ствами, такими как меньшая трудоемкость, низ-кий риск контаминации образцов, более низкая стоимость расходных реагентов и оборудования.
ОбсуждениеХарактеристика пациентов по Grade.  Опре-деление частоты выявления IDH1 и TERT мута-ций. Характеристика  пациентов по Grade пред-ставлена в таблице 5. В группе пациентов с Grade II наличие мута-ции IDH1 обнаружено в 65,8% случаев пациентов, в группе с Grade III – в 52,6%; с Grade IV – в 2,6%.В группе пациентов с Grade II наличие по-лиморфизма Rs 2853669 в гене TERT обнаружено в 42,1% случаев, в группе с Grade III – в 57,9%; с Grade IV– в 50,0%. Мутации С228Т и С250Т гена TERT обнаружены в группе Grade IV в 65,8% 
Таблица 2 – Последовательность праймеров гена IDH1Название ПоследовательностьIDH1_F ACCAAATGGCACCATACGAIDH1_R GCAAAATCACATTATTGCCAACIDH2_F GACTCCAGAGCCCACACATTIDH2_R CTAGGCGAGGAGCTCAGTТаблица 3 – Последовательность праймеров гена TERTНазвание ПоследовательностьTERT_F AGTGGATTCGCGGGCACAGATERT_R CAGCGCTGCCTGAAACTCТаблица 4 – Частота мутаций гена IDH1Тип опухоли Всего mutIDH1 (R132H) wtIDH1 (R132H) mutIDH1 (R132G)Глиобластомы Grade IV 38 (40) 1 37 -Анапластические астроцитомы Grade III 17 (18) 7 9 1Астроцитомы Grade II 34 (35,8) 22 12 -Олигодендроглиомы Grade II-III 6 (6,2) 6 - -Итого 95 36 58 1
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случаев, в группе с Grade III – в 42,1% и с Grade II – в 47,5%.Факторы, влияющие на выживаемость па-циентов с опухолями головного мозга. Наиболее значимыми факторами, влияющими на выживае-мость пациентов с глиальными опухолями голов-ного мозга, являются Grade, наличие/отсутствие IDH1 мутации, возраст. Значения статистически достоверны (p<0,001) (табл. 6).Анализ 3-летней скорректированной выжи-ваемости при злокачественных глиальных опухо-лях головного мозга показал, что в исследуемой группе 93,7±4% пациентов пережили трехлетний рубеж с наличием мутации IDH1, без наличия мутации IDH1 – только 43,6±7%, что свидетель-ствует о наиболее благоприятном прогнозе у па-циентов с наличием мутации IDH1 (рис. 2).На рисунке 3 представлены данные 3-лет-ней скорректированной выживаемости пациен-тов с глиальными опухолями головного мозга в зависимости от возраста. Установлено, что у па-циентов с наличием мутации в гене IDH1 возрасте до 45 лет отмечены лучшие показатели 3-летней скорректированной выживаемости – 85,5±6%; у пациентов старше 45 лет 3-летняя скорректиро-ванная выживаемость составила  41,9±8%.Анализ 3-летней скорректированной вы-
Таблица 5 – Характеристика пациентов по GradeGrade II, n=38 Grade III, n=19 Grade IV, n=38 pПол 0,036мужской 25 (65,8) 11 (57,9) 14 (36,8)женский 13 (34,2) 8 (42,1) 24 (63,2)IDH1 мутация 25 (65,8) 10 (52,6) 1 (2,6)IDH1 wt 13 (34,2) 9 (47,4) 37 (97,4) <0,001TERT 0,136C228T 13 (34,2) 5 (26,3) 23 (60,5)C250T 5 (13,2) 3 (15,8) 2 (5,3)wt 19 (50) 11 (57,9) 13 (34,2)TERT Rs 16 (42,1) 11 (57,9) 19 (50) 0,515Возраст, лет среднее ± σ 41 ±11 40±11 53±11 <0,001Таблица 6 – Факторы, влияющие на выживаемость пациентов с опухолями головного мозгаHR (95% ДИ HR) PПолм refж 1.3 (0,7 - 2.4) 0,4GradeII refIII 2,1 (0,8 – 5,8) 0,158IV 7,0 (3,0 – 16,6) <0,001IDHмутация refwt 4,3 (2,0 – 9,4) <0,001TERTмутация refwt 0,7 (0,4 – 1,3) 0,246TERT RsRs refwt 1,6 (0,9 – 2,9) 0,142Возраст, лет 1,04 (1,02 – 1,07) <0,001
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живаемости показал, что выживаемость пациен-тов с мутацией в гене IDH в группе с Grade II со-ставила 89,8±5%, в группе с Grade III – 66,9±11%, с Grade IV – 30,8±9%, (рис. 4).Роль полиморфизма Rs2853669 в глиобласто-ме у пациентов с TERTp-мутантными опухолями. Имеющиеся в литературе е диничные пу-бликации о роли полиморфизма Rs 2853669 гена TERT в глиобластоме, данные о наиболее небла-гоприятном течении глиобластом в сравнении с глиомами Grade II и Grade III [13], результаты настоящего исследования, свидетельствующие о 
более высокой частоте мутаций С228Т и С250Т в группе Grade IV в сравнении с группой с Grade III и группо й с Grade II (65,8%, 42,1%, 47,45 со-ответственно) послужили поводом для изучения данного маркера в группе пациентов с глиобла-стомой (табл. 4).Медиана ОВ составила 20,5 (12,7-35,9) мес. Медиана ОВ у пациентов с глиобластомой при наличии Rs2853669 была значительно выше по сравнению с глиобластомой с отсутствием поли-морфизма Rs2853669 (27,4 (19-42,8) мес. против 13,6 (10,4-22,8) мес., р=0,018). Это различие по всей исследуемой группе пациентов было след-ствием наличия TERT-мутантных опухолей (27,8 (18,2-48,1) против 12,33 (8,9-19) мес., р=0,003), в то время как у пациентов с глиобластомой TERT – дикого типа SNP Rs2853669 влияния на ОВ не оказывал (27,4 (21,1-39,5) против 23,5 (21,4-35,3) мес., р=0,487). Анализ других общепринятых прогности-ческих факторов, таких как возраст на момент установления диагноза и радикальность опера-ции не выявил значительных различий в ОВ в исследуемой группе (р>0,05 для всех сравне-ний). Результаты данного ретроспективного ис-следования свидетельс твуют о роли полимор-физма Rs2853669 как прогностического фактора увеличения выживаемости пациентов с TERT-мутантной глиобластомой, позволяющего отно-сить пациентов в группы риска с благоприятным и неблагоприятным прогнозом.
Рисунок 2 – 3-летняя скорректированная выживаемость пациентов с глиальными опухолями головного мозга в зависимости от наличия /отсутствия мутации IDH1. Рисунок 3 – 3-летняя скорректированная выживаемость пациентов с глиальными опухолями головного мозга в зависимости от возраста при наличии IDH мутации.Рисунок 4 – 3-летняя скорректированная выживаемость пациентов с глиальными опухолями головного мозга и наличием мутации в гене IDH1 в зависимости от Grade.
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5Заключение1. Наиболее значимыми факторами, влия-ющими на выживаемость пациентов с глиальны-ми опухолями головного мозга, являются Grade, наличие мутации в гене IDH1 и молодой возраст пациента (до 45 лет) (р<0,001).2. Высокая частота мутаций IDH1 пред-ставлена в группе пациентов с Grade II (65,8%), что предполагает ранее появление этих мутаций в глиальных опухолях и вкладе данных мутаций в глиомогенезе; более высокая частота мутаций С228Т и С250Т представлена в группе пациен-тов с Grade IV – 65,8%; а частота полиморфизма Rs2853669 гена TERT преобладает в группе паци-ентов с Grade III (57,9%).3. Показана высокая прогностическая зна-чимость полиморфизма Rs2853669 гена TERT в увеличении выживаемости пациентов с глиобла-стомой TERT Rs + (медиана OB при TERT Rs+ составила (27,4 (19-42,8) мес. против 13,6 (10,4-22,8) мес. TERT Rs-, р=0,018)), позволяющего от-носить пациентов в группы риска с благоприят-ным и неблагоприятным прогнозом.4. Разработан метод аллель-специфичной ПЦР для выявления мутации IDH1R132H, кото-рый в сравнении с методом секвенирования по Сэнгеру обладает более высокой аналитической чувствительностью, более низкой стоимостью реагентов, меньшей трудоемкостью.Источник финансирования: проект НИР по заданию БРФФИ М17М-081.Литература1. Novy, J. Pregabalin in patients with primary brain tumors and seizures: a preliminary observation / J. Novy, R. Stupp, A. O. Rossetti // Clin. Neurol. Neurosurg. – 2009 Feb. – Vol. 111, N 2. – P. 171–173.2. Глиальные опухоли головного мозга: общие принципы 
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